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要約 : Testosterone--(E)-carboxymethyloxime-BSAを抗原として作成した抗体ならびに酵素標識ホルモ
ンとして Testosterone--(E)-carboxymethyloxime-peroxidaseを使用し 雄シバヤギにおける血漿中テス
トステロン濃度の酵素免疫測定法 EIA を検討した 本実験では高い測定感度が得られる二抗体法を用い
作成した抗血清は -/*,***倍に希釈しても使用可能な高い力価を有していた 血漿に +*+**pgのテスト
ステロンを添加した添加回収試験では 回収率が平均 +*,.2,.2となった 測定内変動係数 N0 は雄
シバヤギ頸静脈血漿で /.*2 精索静脈血漿では 1.-, 測定間変動係数 N0 は 頸静脈血漿で /.1.
精索静脈血漿で 0.+-であった 以上の結果から 本方法によって雄シバヤギ血漿中テストステロンの測定
が可能となった





Radioimmunoassay : RIA に加え 酵素免疫測定法






























oxime-BSA抗 体 に よ り 標 識 ホ ル モ ン と し て







燐酸緩衝液 PBS は燐酸 +ナトリウム二水和物
*..*0g 燐酸 ,ナトリウム +,水和物 ,.0/g塩化ナトリウ
ム 2.,gを + lの蒸留水に溶解し pH 1.*に調整し室温で保
存した
ウシ血清アルブミン添加 PBS +BSA-PBS は BSA
Irvine Scientiﬁc, Fraction V +*gを PBS + lに溶解し
.	で保存した
炭酸緩衝液は炭酸ナトリウム +./3 g 炭酸水素ナトリウ










Jour. Agri. Sci., Tokyo Univ. of Agric., .2 (+) +/ (,**-)
東京農大農学集報 .2 + +/ ,**-
クエン酸緩衝液は *.+Mクエン酸溶液 .1*mlと *.+Mク




で *.+ mgmlの濃度になるよう溶解し -*で保存し
た 測定時には室温に戻し +BSA-PBSで希釈し 必要
な濃度の標準液を調整した 酵素標識テストステロンは神









第一抗体には抗 Testosterone- - (E) -carboxymethyl-
oxime-BSA抗体 anti-T を用いた また 抗体作成に用
いる T--(E)-CMOは神戸川の方法0で作製し BSAとの結
合は混合酸無水物法1で行った 作製された T--(E)-CMO-
BSAを -匹のウサギへ +月の割合で 計 /回背および趾
に注射し anti-Tを得た anti-Tの力価測定は竹之内ら2
および JOYCEら3の方法に準じて行った すなわち テス
トステロンの希釈抗血清に T--(E)-CMO-HRPを加え 抗
体との結合がほぼ飽和状態となる希釈倍率での結合率を便
宜的に +**とし 相対結合率 .*
/*の範囲を適正希
釈倍率とした また 抗体希釈曲線および交叉反応率を測
定し 最も抗体価の高いウサギ No. /1, から得られた血






薬 は 脱イオン水にて .倍希釈後使用した 洗浄液には
+ lの *.*/Tween2*添加 PBSを用い室温で保存使用
し た 酵 素 の 基 質 に は Ortho-phenylene-diamine-
dihydrochloride OPD, Sigma-Aldrich社 を クエン酸
緩衝液にて +mgmlに溶解調整して-*で凍結保存
した 測定時に凍結保存された OPDを融解し クエン酸
緩衝液にて +*倍希釈したものに *.*+,の割合で過酸化
水素水を加えて使用した なお 発色停止液には -N硫酸
溶液を用いた 30穴マイクロプレト Corning, costar




被検血漿 *.+mlを試験管 +*3*mm にとり これに
+mlのジエチルエテルを加え攪拌抽出した その後
冷却器 COOLPIPE ,/*DF,タイテック により0*ま
で冷却したメタノルで血漿層を凍結させ エテル層を
他の試験管に移し /*ウォタバスにて蒸発乾固させ
た また この手順を再度行い 計 ,回の操作から得られ




二抗体 +**mlを分注し .で一夜静置 ウェルの管壁に
第二抗体を吸着させた 緩衝液にて -回洗浄後ブロッキン
グ剤 *.- mlを分注し 室温にて -時間放置後再び -回洗
浄 anti-T +**mlを分注した その後一夜静置したプレ
トを -回洗浄し テストステロン標準液 抽出した検体お
よび T--(E)-CMO-HRPを各+** mlずつ添加 再び一夜
静置した /回の洗浄により 抗体と結合していない遊離
型のテストステロンを洗い流し OPD溶液 +** mlを分注
した 発色反応は -2で -*分静置し 充分に発色させた





+ BSA-PBS +* ml中にテストステロンがそれぞれ +*,












で 図 , 本実験では希釈倍率を -/*,***倍とした ま
た anti-Tとテストステロンの結合率を +**としたテス
トステロンでは +2.-と低く さらに他のステロイドホル
モンでは +以下であった 表 +
, 標準曲線
EIAにおける標準曲線を図 -に示した 横軸にはテスト
ステロン標準液濃度を 縦軸には T濃度 * pgの吸光度に
対する相対結合率を表した 各濃度における結合率の変動
係数 n0 は ,.--. +*.11であった 測定感度は 反復
測定した * pgの平均吸光度における標準偏差の ,倍の値
を差し引いた吸光度に値する濃度から求めた その結果
*.*02pgwell +pg以下となり 本 EIAに用いる標準曲
線の範囲は +pg. ,,/**pgとした
図 , 抗テストステロン抗体の力価曲線
*+ 希釈倍率 : --0,***
*, 希釈倍率 : .-0,***
表 + 抗テストステロン抗体における各種ステロイドの
交叉反応
図 - EIAによるテストステロンの標準曲線 N0








/.*2 テストステロン濃度平均標準偏差 : +.13*.*3
ngml 精索静脈血漿では 1.-, -03./2,1.*. ngml
であった 測定間変動係数においては 頸静脈血漿で






際に その方法は 固相法と二抗体法に大別される 操作




測定法は 測定範囲が他の EIAの報告+*, ++に比較し 標準
曲線を広範囲 かつ低濃度まで描けたことに加え 添加ホ
ルモンの回収実験においても 回収率が平均 +*,.2 変




JOSHI et al.++ ならびに本実験同様マイクロプレトを用
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Microtitre Plate Enzyme-immunoassay for
Determination of Testosterone
in Shiba-goat Blood Plasma
By
Etsushi KANEKO*, Yasunori MONJI**, Takehito KUWAYAMA**,
Akira KAMBEGAWA*** and Ikuo DOMEKI**
(Received November ,0, ,**,/Accepted March +,, ,**-)
Summary : Enzymeimmunoassay (EIA) of testosterone was examined in which an individual anti-
body, and testosterone-peroxidase-conjugate were used for that, was measured in male Shiba-goat
plasma. An anti-testosterone--(E)-carboxymethyloxime-BSA antibody was used as an anti-serum, and
testosterone--(E)-carboxymethyloxime-peroxidase was used as a steroid-enzyme conjugate. The
anti-serum was diluted by using ,nd antibody method which could get high measurement sensitivity
of -/*,*** times. Recovery rates of testosterone for each concentration with the addition of +*+**pg
to Shiba-goat plasma were +*,.2,.2 of the averages. Inter-assay coe$cient of variation (C.V.) for
testosterone level from jugular and testicular vein blood plasma samples were /.*2 and 1.-,
respectively, as for intra-assay, they became /.1. and 0.+-. These results suggest that the EIA
method is extremely suitable to measure testosterone concentration in blood plasma of the male
Shiba-goat.
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